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Bilan d'une recherche des Salmonella dans la 
viande hachée par immunofluorescence 
par M. CATSARAS* 
RÉSUMÉ 
La recherche des Salmonella dans 10 g, 1 g ou 0, 1 g, qui se traduit par 
68 résultats faussement négatifs sur 960, par la voie de la bactériologie 
classique, est positive 67 fois par immunofluorescence. 
Pour 320 séries de tubes (de 10-2 à 10-8), 39 d'entre elles permettent 
d'obtenir un résultat supérieur par immunofluorescence par rapport à la 
bactériologie classique. Dans la très large majorité des cas il y a seulement 
1 tube d'écart. 
Mots clés : Salmonella recherche - Viande hachée - Immunofluorescence. 
SUMMARY 
TOT AL RESULTS OF SALMONELLAE SEARCH 
IN MINCED MEAT WITH IMMUNOFLUORESCENCE 
The search of Salmonellae in 10 g, 1 g or 0.1 g which resulted in 68 falsy 
negative results out of 960 by way of classical bacteriology, was positive in 
6 7 cases by immunofluorescence. 
Out of 320 series of tubes (10-2 to 10-8) 39 permitted to obtain best 
results by immunofluorescence than by classical bacteriology. In the large 
majority of cases, there was only 1 tube difference. 
Key words : Search Salmonellae - Minced meat - lmmunofluorescence. 
La technique d'immunofluorescence, appliquée aux Salmonella, a 
rencontré, dès le début, c'est-à-dire le commencement des années 60, 
une difficulté majeure : le manque de spécificité, causé par les réactions 
croisées avec diverses entérobactéries, entre autres. S'est trouvé ainsi 
posé, en permanence, le problème des faux positifs. De ce fait, la doc­
trine appliquée constamment fut que l'immunofluorescence était consi-
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dérée comme une excellente épreuve présomptive, pour trier les échan­
tillons négatifs ; par contre, dans les cas de positivité, on admit qu'il 
était nécessaire de vérifier celle-ci par une culture bactériologique clas­
sique; si cette dernière se révèle négative, le résultat en immunofluores­
cence est jugé faussement positif. 
Au cours d'une large expérimentation, entreprise pour répondre à la 
question : Quelle valeur accorder au critère c Absence de Salmonella 
dans une denrée alimentaire, sur le plan hygiénique > ? , nous fûmes 
conduits à utiliser un protocole de recherche des Salmonella très complet. 
C'est pourquoi, en parallèle avec la technique bactériologique classique, 
nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence (l.F.). 
Dans le cas particulier, l'I.F. n'a pas été appliquée à des échan­
tillons anonymes, dont on cherche à connaître la contamination salmo­
nellique, mais à des lots de viande hachée de bovins qui, pour les besoins 
de la recherche, ont été inoculés expérimentalement avec un sérotype 
précis (S. typhimurium, ou S. paratyphi B, ou S. enteridis, ou S. senf­
tenberg), à un niveau de contamination connue (de l'ordre de 102 par g 
pour moitié des échantillons, de l'ordre de 106 par g pour l'autre moitié). 
De ce fait, la recherche des Salmonella par l.F. a été grandement 
facilitée par la possibilité d'utiliser des sérums anti-0 spécifiques, et non 
pas des mélanges. De plus, on avait la certitude que les Salmonella étaient 
présentes, et également la précision concernant le niveau de contamina­
tion atteint à un moment donné. 
Les résultats relatifs à la multiplication des Salmonella aux diffé­
rentes températures d'entreposage choisies, et à la recherche et dénom­
brement dans les échantillons en fonction du temps, ont été publiés 
récemment : en 1984 [2] pour S. typhimurium et S. paratyphi B, en 
1985 [3] pour S. enteridis et S. sènftenberg; il y a peu de temps, enfin, 
les conclusions générales relatives à la question posée et les enseigne­
ments à tirer de cette recherche ont été exposés [ 4]. 
Par contre, les résultats spécifiques obtenus avec l'l.F. n'ont été 
que partiellement indiqués dans les publications précédentes, d'une part 
pour ne pas alourdir la présentation, mais aussi, d'autre part, parce que 
de nombreuses données fournies par l'I.F. n'étaient pas nécessaires aux 
développements qui s'imposaient. C'est pourquoi, seules les données I.F. 
indispensables à la discussion ont été mentionnées dans les premières 
publications [2, 3, 4]. Il y était prévu qu'une autre publication traiterait 
l'ensemble des données relatives à l'l.F. C'est l'objet du présent mémoire. 
MATERIEL ET METHODES 
Seuls quelques points, nécessaires à la compréhension du présent 
texte, vont être rappelés ici. En effet, tous les dét�ils relatifs aux matériel 
et méthodes ont été décrits dans la publication de base, en 1984 [2], 
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et secondairement dans la suivante, en 1985 (3]. De plus, un rappel 
substantiel a été fait dans la publication de 1986 (4], laquelle se trouve 
également dans le même bulletin que cet article. 
Pour chaque échantillon examiné - il y en a 64, soit : 
4 combinaisons Germes banals - Salmonella (G.B. -S) 
X 4 températures différentes : +25° C, + 10° C, +6° C, 0-+2° C 
X 4 souches (S. typhimurium, S. enteridis, S. paratyphi B, S. senf-
tenberg), 
la recherche et le dénombrement des Salmonella ont été effectués par 
Bactériologie classique (B.C.) et, à partir de chacun des tubes de bouil­
lon au Sélénite considéré, par lmmunofluorescence (l.F.). 
Par ailleurs, selon qu'il s'agit de la recherche ou du dénombrement 
des Salmonella, les combinaisons à considérer sont les suivantès : 
1. RECHERCHE DANS 10 G, 1 G ET 0,1 G 
Nombre de tubes de Sélénite pour 1 poids= 
4 combinaisons : GB -S 
X 4 températures différentes ; +25° C, + 10° C, +6° C, 0-+2° C 
X 5 prises à des temps d'entreposage variables : 24 h, 48 h, 72 h, 
4 j., 7 j. 
= 80 tubes 
X 3 poids (1 O g - 1 g - 0, 1 g) = 240 tubes pour 1 souche 
2. DÉNOMBREMENT, PAR DILUTION DÉCIMALE DE 10-2 À 10-8 PAR G 
Nombre de séries de tubes (de 10-2 à 10-8) pour 1 température = 
4 combinaisons : G.B. -S 
X 5 prises (idem supra) 
X 4 souches différentes (idem supra) 
= 80 séries de tubes 
X 4 températures (id. supra) = 320 séries de tubes. 
La technique d'immunofluorescence utilisée est, sinon identique, du 
moins très proche de celle que nous avons décrite (CATSARAS et ANANI), 
en 1972 [ 1] . A partir de chaque tube de· sélénite, incubé 24 h à 37° C, 
3 frottis sur lame sont exécutés. La technique indirecte est utilisée : 
dans un premier temps, 2 des frottis sont recouverts avec du sérum 
anti-0 spécifique, correspondant au sérotype recherché (04, 09, ou 013), 
dilué à 1/50 pour tenir compte des observations faites antérieurement, 
et provenant de Diagnostics-Pasteur ; le troisième frottis ne reçoit rien. 
Dans un second temps, les 3 frottis sont recouverts avec un sérum de 
mouton antiglobulines de lapin marqué à l'isothiocyanate de fluorescéine 
(Diagnostics Pasteur), dilué à 1/100. Les examens sont pratiqués à l'aide 
d'un microscope Leitz, spécialement équipé en immunofluorescence avec 
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du matériel classique. Compte tenu du fait que l'examen est effectué à 
partir d'un milieu d'enrichissement, et pour éviter toute ambiguïté, nous 
avons retenu comme positifs les frottis qui contenaient de nombreuses 
cellules fluorescentes (5 à 10 par champ ou davantage). 
RESULTATS 
Les résultats complets et détaillés obtenus, au cours de toute l'ex­
périmentation, avec la technique d'immunofluorescence, sont exposés 
ci-après. 
1 ° Recherche des Salmonella dans 10 g, 1 g et 0, 1 g 
Comme cela a déjà été rapporté antérieurement [4], 68 des 960 tubes 
de 10 g, 1 g et 0, 1 g ( ;::: 7,01 % ) ont été trouvés négatifs au cours 
de la recherche des Salmonella par la bactériologie classique ; la répar­
tition par sérotype est la suivante : 
S. typhimurium 23 tubes négatifs sur 240 
S. enteritidis 11 tubes négatifs sur 240 
S. paratyphi B 15 tubes négatifs sur 240 
S. senftenberg 13 tubes négatifs sur 240 
= 68 tubes négatifs sur 960 
Pour tous ces résultats négatifs, il a été trouvé, dans chacun des 
échantillons de viande concernés, des nombres de Salmonella le plus sou­
vent très élevés : de 105 à 108 par 1 g [2, 3]. 
Par contre, la' recherche en immunofluorescence à partir du bouillon 
au sélénite a donné les résultats suivants : 
67 tubes positifs 
1 seul négatif (S. para B. GB + + + S + 10° C - 10 g) 
N.B. - Dans ce cas, on dénombre 106 Salmonella par 1 g. 
2° Dénombrement des Salmonella, de 10-2 à 10-s (l.F. - B.C.) 
En fonction de la température de conservation des échantillons, les 
résultats, par 80 séries de tubes (7 tubes de 10-2 à 1 o-8) ont été les 
suivants : 
A +25° C 
pour 68 séries, les résultats ont été identiques (l.F. = B.C.) 
pour 10 séries : l.F. > B.C. (nb. de tubes d'écart ;::: x.t.) 
3 X 108 > 107 (1 t.) 1 X 1()8 > 105 (3 t) 
2 X 107 > 106 (1 t.) 1 X 106 > 1 ()3 (3 t) 
1 X 106 > 105 (1 t.) 
1 X 105 > 104 (1 t.) 1 X 108 > 1()3 (5 t.) 
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pour 2 séries J.F. < B.C. 
A +10° C 
1 X 107 < 108 (1 t.) S. para B ( + 25°) 
1 X 106 < 107 (1 t.) S. para B ( +25°) 
pour 64 séries, les résultats ont été les mêmes (l.F. = B.C.) 
pour 16 séries : J.F. > B.C. (nb. de tubes d'écart = x.t.) 
A +6°C 
pour 73 séries 
pour 7 séries 
4 X 108 > 107 . (1 t.) 1 X 106 > 104 (2 t.� 
1 X 107 > 106 (1 t.) 1 X 104 > 102 (2 t.) 
2 X 106 > 105 (1 t.) . 
1 X 105 > 104 (1 t.) 1 X 108 > 105 (3 t.) 
4 X 104 > 103 (1 t.) 1 X 105 > 10° (5 t.) 
J.F. = B.C. 




1 X 104 > 103 1 X 1C>3 > 102 1 X 101 > 100 
A 0- +2°C 
pour 74 séries l.F. = B.C. 
pour 6 séries : l.F. > B.C. (1 tube d'écart) 
4 X 106 > 105 2 X 104 > 103 
DISCUSSION 
Les conditions spéciales de recherche et dénombrement des Salmo­
nella, dues à la conduite de l'expérimentation, permettent de considérer 
les résultats obtenus avec la technique J.F. par rapport à la B.C., d'une 
façon qui, dans des conditions normales, serait impossible. Cela permet 
donc d'avoir sur la technique l.F. un éclairage original, qui fait tout 
l'intérêt du présent mémoire. 
De fait, la présence des Salmonella est connue, puisque les souches 
sont inoculées expérimentalement dans les échantillons de viande hachée ; 
de plus, le sérotype est caractérisé de façon précise, ce qui limite les 
examens nécessaires et diminue les risques de réactions non spécifiques. 
Pour tout cela, la mise en évidence par J.F. de Salmonella dans 67 tubes 
de sélénite repiqués à partir des 10 g, 1 g, ou 0,1 g de viande hachée 
introduits dans le milieu de pré-enrichissement, alors que ces mêmes 
tubes fournissent un résultat négatif par B.C., est parfaitement signifi­
cative. En effet, au cours d'une recherche banale habituelle, de tels 
résultats conduiraient à la conclusion que les positifs en l.F. sont des 
résultats faussement positifs, puisque le contrôle par la B.C. est négatif, 
et que· les échantillons considérés sont, par conséquent, Salmonella - néga­
tifs. Dans le cas présent, au contraire, on peut dire· que, pour ces 67 tubes, 
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la technique bactériologique classique est défaillante. Cette interprétation 
est, bien entendu, confirmée par le fait que, dans chacun des échantillons 
de viande concernés, de très nombreuses Salmonella sont dénombrées : 
de 105 à 108 par 1 g, le plus souvent, avec la technique B.C., en prati­
quant simplement des dilutions décimales. 
Une autre conséquence découle de la précédente constatation. Car, 
si des cellules de Salmonella peuvent être mises en évidence de façon 
spécifique par la technique l.F. dans des tubes de bouillon au sélénite, 
c'est parce que celles-ci très nombreuses en raison d'une multiplica­
tion. On peut donc en conclure que la défaillance de culture en B.C. est 
le fait, non du milieu d'enrichissement, mais du milieu d'isolement. Il 
faut alors admettre que les flores concurrentes présentes ( coliformes, 
Proteus ou autres Pseudomonas) que l'on retrouve en culture sur la 
gélose d'isolement [2, 3] ont, au niveau de celui-ci, submergé les Salmo­
nella, empêchant ainsi leur mise en évidence. C'est le cas de la quasi­
totalité des tubes (67 sur 68). 
Le cas du 68e tube est différent puisque, alors que l'échantillon 
considéré contenait 106 Salmonella dénombrées par 1 g, tant en I.F. 
qu'en B.C., la recherche dans 10 g s'est avérée négative en bactériologie 
classique, mais également en I.F. On peut donc dire qu'il n'y eut pas, 
dans ce cas, multiplication de la souche dans le tube, et que la défail­
lance de culture, cette fois, est le fait du milieu d'enrichissement. 
· Les dénombrements, après dilutions décimales, considérés par séries 
de 80 tubes, conduisent, tout d'abord, à la réflexion suivante : en fonc­
tion de la température ( + 25° C, + 10° C, + 6° C, O - + 2° C), pour 
68 séries sur 80, 64 sur 80, 73 sur 80 et 74 sur 80, respectivement, soit un 
total de 279 sur 320 ( = 87 ,18 % ), les résultats obtenus en B.C. et en 
l.F. sont identiques ; ils ne sont différents que dans 41 séries sur 320 
(12,81 % ). On peut donc considérer que la concordance entre les deux 
techniques est, dans la présente expérimentation, fort satisfaisante. 
Mais, dans les cas de discordance, il est intéressant de souligner 
que, pour 39 séries sur 41 ( = 95,12 %), la différence est en faveur de 
l'I.F. Dans les 2 seuls cas où B.C. est > l.F., on ne relève qu'un seul 
tube d'écart, c'est-à-dire que, compte tenu des conditions expérimentales, 
comme il s'agit d'une anomalie (les Salmonella présentes et mises en 
évidence par culture auraient dû être également mises en évidence en 
l.F.), il ne peut être question que d'une erreur de manipulation, ce qui 
explique la rareté du phénomène (4,87 % des cas). Il y a lieu de noter, 
cependant, que seules les conditions très précises de l'étude permettent 
une telle interprétation, car, dans des conditions courantes, on parlerait 
de résultats en I.F. faussement négatifs ! 
Dans le cas des 39 séries où l'l.F. est > B.C., 32 fois on constate 
qu'il y a un seul tube d'écart, et les bactéries qui empêchent la matéria­
lisation des Salmonella sont les mêmes que celles dont il a déjà été parlé. 
Les autres fois, l'écart est nettement plus grand : 2 tubes = 2 fois; 
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3 tubes = 3 fois, 5 tubes = 2 fois. Mais le phénomène d'écart impor­
tant se rencontre relativement peu, puisqu'il est limité à 7 séries. On peut 
donc retenir que, dans la très large majorit� des cas où l'l.F. donne des 
résultats supérieurs à la B.C., cet avantage se traduit par une sensibilité 
légèrement plus grande par rapport à la bactériologie classique. 
Enfin, on ne peut pas manquer d'insister sur une convergence. En 
effet, les tubes négatifs par la bactériologie classique pour des inoculums 
de 10 g, 1 g ou 0,1 g sont les moins nombreux à +6° C et à 0- +2° C : 
11 et 6, respectivement, contre 37 sur 240 à +25° C [4]. De même, 
c'est à ces températures que, par l.F., on rencontre le moins d'anoma­
lies ; 7 séries/80 et 6/80, respectivement, �iscordantes en faveur de 1.F. 
par rapport à B.C. et, dans tous les cas, un seul tube d'écart. 
CONCLUSIONS 
Les conditions très favorables de recherche et dénombrement des 
Salmonella, créées par la mise en œuvre d'une méthode très complète 
utilisée aux seules fins d'une expérimentation précise, ont permis de 
dégager quelques enseignements relatifs à la technique d'immunofluo­
rescence. 
En particulier, la démonstration que ce qu'il est convenu d'appe­
ler les « faux positifs > en immunofluorescence, ne le sont pas forcément, 
a pu être faite. La conséquence en a été que la bactériologie classique 
a pu être montrée défaillante pour la recherche des Salmonella dans 10 g, 
1 g ou 0,1 g de viande hachée, dans 68 cas sur 960 (= 7,01 %). 
L'immunofluorescence a permis également de montrer que la défail­
lance des milieux de culture se produisait, non pas au niveau du milieu 
d'enrichissement, mais presque toujours (67 fois sur 68) au niveau du 
milieu d'isolement. 
Enfin, il a pu être confirmé que, par rapport à la bactériologie clas­
sique, la technique d'immunofluorescence pouvait, dans un nombre limité 
de cas, man if ester un
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